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农业 生态 过 程 重点 实验 室 , 畜 禽 养殖 污染 控制 与 资源 化 技术 国家 工程 实验 室 , 湖南 省 畜 禽 健 
康 养 殖 工 程 技 术 中 心 ， 农 业 部 中 南 动物 营养 与 饲料 科学 观测 实验 站 ， 长 沙 410125; 3. 湖 南 
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C hinaA IVA 


3 上皮 传 代 细 胞 凋 亡 的 影响 i 


孔 志 伟 ” 陈 亮 ? 任 d 


畜 禽 安全 生产 协同 创新 中 心 ， 


AX BRT H20> 诱 导 山 羊 瘤 角 上 皮 传 代 


选取 42 日 龄 湘 东 黑 


EYA 
ee. 


培养 基 中 ， 待 


ANS 


长 沙 410128) 


[zd 


胃 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 模型 ， 研 究 L- 


胞 凋 亡 比率 及 其 凋 亡 通路 关键 基因 表达 量 的 影响 。 


的 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 ,培养 于 含 S% 胎 牛 血清 FBS) 的 DMEMVF12 


胞 密度 达到 60%% 一 70% 时 ， 随 机 分 为 5 2H. 分别 为 培养 基 中 无 额外 添加 物 的 


对 照 组 、 添 加 800 umol/L H202 的 工 组 、 添 加 800 pmol/L H202+4 mmol/L L-2& & HY TE 2H 


添加 800 umol/L H202+8 mmol/L L-Z& ARA ITTZELRU s JH 800 umol/L H202+16 mmol/L L-2&2& 


酸 的 组， 每 组 3 个 重复 。 作 用 12 h 后 ， 应 用 流 式 细胞 术 《〈FCM) drill AA S EER 


细胞 凋 亡 比率 ， 并 采 月 


键 基因 半 胱 氮 酸 天 冬 氮 酸 -3 CCaspase-3) . Y 


实时 荧光 定量 PCR CRT-qPCRO 对 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 通路 关 


胱 氮 酸 天 冬 氮 酸 -8 CCaspase-8) . SENSA 


RA AMO (Caspase-9) 、Fas 相关 死亡 域 蛋白 (FADD) 和 调 亡 酶 激活 因子 CApaf-1) 的 表 


达 量 进行 检测 。 结 果 显 示 : 1) 通过 膜 联 蛋白 


-V (annexin V) MMN PD 联合 染色 结果 


可 知 ,与 1 组 相 比 ， 各 工 茶 氨 酸 添加 组 ( 卫 、[L 和 人 W 组 ) 细胞 晚期 凋 亡 比率 显著 降低 CP — 
0.05) ， 且 细胞 晚期 凋 亡 比率 随 L- 茶 氨 酸 添加 浓度 的 增加 逐渐 降低 。2) 通过 PCR 检测 结果 


mya, 与 1 组 相 比 ， 各 工 - 茶 氨 酸 添加 组 Caspase-3、Caspase-9、Apaf-1 基因 的 表达 量 缘 显 


ni 


降低 (P<0.05) 。 由 此 得 出 ,LL- 茶 氨 酸 对 H202 引起 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 具有 一 定 


的 保护 作用 ， 该 结果 可 为 今后 研究 反刍 家 畜 瘤 


考 。 
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25 关键 词 : 五 茶 氨 酸 ;，H202;， 山羊 ; 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 ， 凋 亡 
26 ”中 图 分 类 号 : 813.7 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 
27 茶 氨 酸 系统 命名 为 5-N- £a d&- y - AH C5-N-ethyl- y -glutamine) 3X y - 谷 氨 酰 -L- 乙 胺 


28 C Y -glutamyl-L-ethylamide) 。 茶 氨 酸 不 参与 蛋白 质 的 合成 ， 以 游离 形式 存在 ， 占 茶叶 中 游 
29 离 氮 基 酸 总 量 的 40% 一 70%0m。 自 然 界 存在 的 茶 氮 酸 一 般 为 工 型 , 厂 茶 氮 酸 对 脑 组 织 损伤 种 、 
30 ” 肝 组 织 损伤 B9 等 起 到 保护 作用 。 此 外 ， 茶 氨 酸 具有 多 种 生物 活性 功能 和 药理 学 效应 趾 。 研 


31 ARH, RAR (400 pg/mL) 可 致 肝癌 细胞 HepG、 乳 腺 癌 细 胞 MCF-7、 结 肠 癌 细 胞 HT29、 


32 ”前 列 腺 癌 细 胞 PC-3 等 癌 细 胞 死亡 50%。 茶 氨 酸 还 能 有 效 抑制 Hela 细胞 的 增殖 和 诱导 凋 
33 ” 亡 作 用 ， 且 增殖 换 制 作用 具有 一 定 的 浓度 及 时 间 依 赖 性 ， 推 测 茶 氨 酸 可 能 通过 抑制 Hela H 
34 ” 胞 谷 氨 酸 的 代谢 以 发 挥 其 抗 肿瘤 活性 9。 针对 茶 氨 酸 在 体内 外 对 锚 咽 癌 细 胞 株 CNE2 增殖 、 
35 ” 凋 亡 、 抗 血管 生成 作用 的 研究 结果 表明 , 茶 氨 酸 可 以 通过 抑制 肿瘤 血管 生成 、 抑制 肿瘤 生长 、 
36 ”促进 肿瘤 细胞 凋 亡 , 进而 抑制 鼻 咽 癌 细 胞 CNE2 增殖 并 诱导 其 凋 亡 , 且 具 有 时 间 剂 量 效应 01。 
37 ”此 外 ， 雷 明 盛 (3 研究 发 现 茶 氨 酸 持 抗 蛙 皮 素 抑 制 树 突 状 细胞 CDC) 表面 分 子 的 表达 、 白 介 
38 ” 素 -12 (IL-12) 的 分 泌 ; 结合 对 凋 亡 率 及 形态 学 的 研究 表明 ， 茶 氨 酸 能 够 促进 受 抑 DC 的 成 
39 ，” 熟 和 功能 ， 从 而 推测 茶 氮 酸 能 够 持 抗 肿瘤 环境 对 DC 的 抑制 。 

40 氧化 应 激 是 断奶 幼 畜 危 害 问题 之 一 ,断奶 家 畜 的 精神 萎靡 、 腹 泻 、 采 食量 下 降 等 均 是 与 
41 ”氧化 应 激 损伤 有 关 的 疾病 , 而 通过 维持 或 提高 机 体 正常 生理 功能 来 解决 氧化 应 激 对 断奶 家 畜 
42 ”机 体 的 损伤 ， 是 为 断奶 家 畜 健 康成 长 提供 保障 的 主要 途径 之 一 。 因 此 ， 本 试验 以 过 氧化 氨 
43 (hydrogen peroxide, H202) 为 氧化 应 激 因 子 ， 建 立 湘 东 断奶 黑山 羊 瘤 肯 上 皮 传 代 细 胞 凋 工 
44 ”模型 ,并 研究 工 - 茶 氨 酸 对 HzO; 诱 导 山 羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 及 凋 亡 通路 关键 基因 [ 半 胱 所 


45 (RRA AMR-3 Ccysteinyl aspartate-specific proteinase-3, Caspase-3) 、 半 胱 氨 酸 天 冬 氢 酸 -8 
46 Ccysteinyl aspartate-specific proteinase-8, Caspase-8) 、 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 -9 (cysteinyl 


47  aspartate-specific proteinase-9, Caspase-9) 、 调 亡 酶 激活 因子 -1 (apoptotic protease activating 


48  facter-1, Apaf-1) ~ Fas 相关 死亡 域 蛋 白 〈Fas-associate with death domain protein, FADD) | 
49 ”表达 量 的 影响 , 以 期 为 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 营养 代谢 和 氧化 应 激 机 制 之 间 相 互 关 系 的 研究 提供 
50 ”一 定 的 参考 ， 进 而 为 促进 畜牧 业 可 持续 发 展 提供 理论 基础 。 
51 1 材料 与 方法 


52 ”1.1 主要 试剂 


53 细胞 培养 试剂 : 胎 牛 血清 (fetal calf serum, FBS ) ~, DMEM/F12 Cdulbecco's modified eagle 


54 medium: nutrient mixture F-12) 培养 基 、 胰 蛋白酶 Ctrypsin) - 乙 二 胺 四 乙酸 Cethylene diamine 
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tetraacetic acid, EDTA) 溶液 〈0.25% 胰 蛋白酶 +0.02%EDTA O 、 青 链 霉 素 、 表 皮 细 胞 生长 因 
子 (EGF) 、 上 胰岛 素 均 购 自 美国 Gibo 公司 ; MHEBA B 和 庆 大 霉 素 溶液 


Cgentamicin/amphotericin solution) (R-015-10, 10x1 mL) 购 自 美国 Thermo Fisher Scientific 


eF 


公司 ; L- 茶 氨 酸 购 自 德国 Orgentec 公司 。 

实时 荧光 定量 PCR CRT-qPCRO 试剂 : 琼脂 糖 购 自 上 海 麦 克 林 生 化 科技 有 限 公司 ， 逆转 
录 试 剂 盒 购 自 北 京 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公司 ; 焦 磷 酸 二 乙 酯 (DEPC)、 省 化 乙 锭 (EB) 溶 
液 购 自 北京 赛 百 胜 基因 技术 有 限 公 司 ; TRIzol 购 自 美国 Invitogen 公司 ; Taq B. DL2000 DNA 
Marker, dNTP 购 自 美国 MBI Fermntas 公司 ; 引物 购 自 南京 金 斯 瑞生 物 科技 有 限 公司 ; 


Sybgreen PCR Mix 购 自 美国 ABI 公司 ; 常规 化 学 试剂 购 自 北京 化 学 试剂 公司 。 


1.2 试验 方法 
1.2.1 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 的 分 组 及 处 理 


试验 动物 为 3 只 42 日 龄 健康 的 湘 东 黑 山羊 ， 体 重 为 〈6.4+0.8) kg。 将 试验 羊 麻醉 后 ， 
颈 静 脉 放 血 致 死 ， 取出 瘤胃 组 织 ， 去 掉 内 容 物 后 用 生理 盐水 反复 冲洗 干净 ， 待 用 于 样品 采集 
(131。 以 DMEM/FI2 培养 基 培 养 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ， 当 山羊 瘤胃 上 皮 原 代 细胞 长 满 培 养 四 的 
80% 一 90% 时 ， 弃 去 上 清 液 , 用 磷酸 缓冲 盐 溶液 (phosphate buffer saline, PBS) 洗涤 细胞 1 一 
2 次 后 ， 加 入 1 mL 的 含 0.25% 胰 和 蛋白酶 +10.02%EDTA 的 消化 液 ， 放 入 含 5% CO» ff] 37 °C 培 
养 箱 中 消化 2—3 min， 放 在 倒置 显微镜 下 观察 细胞 ， 开 始 变 亮 、 变 圆 时 迅速 用 含 5% FBS 的 
DMEM/F12 培养 基 终 止 消化 。 将 贴 壁 的 细胞 吹 打 为 悬 液 ， 转 移 到 15 mL 离心 管 中 ， 在 4 °C 
离心 机 中 94xg 离心 5 min, 弃 去 上 清 液 , 加 入 1 mL 的 完全 DMEMP/12 培养 基 A 5% FBS. 
10 pg/mL 胰岛 素 、10 ng/mL EGF, 100 U/mL 青霉素 、100 mg/mL 5E823&. 2.5 ug/mL KRE 
Ay 2.5 pg/mL MEER B) BRA, VA 1:2 的 比例 进行 传代 。 在 含 5% COS 的 37 °C 培养 
箱 中 培养 30 min 后 , 转移 含 细胞 的 完全 DMEMF/12 培养 基 至 培养 正中 继续 培养 , 重复 1 次 ， 
进一步 纯化 0。 纯 化 后 的 山羊 瘤 骨 上 皮 传代 细胞 继续 培养 于 含 5% FBS 的 DMEMVF12 培养 
基 中 ， 待 细胞 密度 达到 60% 一 70% 时 ， 随 机 分 为 5 组， 分 别 为 培养 基 中 无 额外 添加 物 的 对 照 
组 、 添 加 800 umol/L H202 的 工 组 、 添 加 800 umol/L H202-4 mmol/L L-2& 24 RB IZA. 14810 
800 umol/L H202-8 mmol/L Z- 茶 氮 酸 的 JI 组 和 添加 800 umol/L H202-16 mmol/L L-ARK 
WAS), fH 3 个 重复 ， 作 用 12 h 后 进行 指标 测定 。 
1.2.2 流 式 细 胞 仪 检测 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比率 


M BD FACSCalibur 流 式 细 胞 仪 ， 采 用 流 式 细胞 术 (flow cytometry, FCM) FARKE 


白 -V (annexin V) / 碘 化 丙 啶 Cpropidium iodide, PI) 联合 染色 法 检测 细胞 凋 亡 比率 051。 


1.2.3 PCR 检测 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 基因 的 表达 量 


样品 总 RNA 的 抽 提 : 采用 Trizol 一 步 法 抽 提 组 织 样品 中 总 RNAUN6I1; 总 RNA 样品 的 


87 


88 
89 


90 


91 


92 


93 


94 


DNase 工 处 理 参考 文献 [18-19];， 反 转录 反应 参考 文献 [20-22]， 按 M-MLV 试剂 说 明 书 进行 。 


1.2.4 引物 设计 与 合成 
1.2.4.1 引物 合成 


因 的 测序 结果 ， 利 用 分 子 生 物 学 软件 Primer premier 5. Primer 3.0. Oligo 6.71 


根据 新 基 


软件 设计 引物 ， 并 月 
物 如 表 1 所 示 ， 引 物 昌 


日 上 海 生 工 基因 


H Blast 工具 进行 引物 特异 性 分 析 。i 
技术 有 限 公 司 合成 。 


表 1 引物 设计 


1 


Table 1 Primer design 


— 


] PCR 检测 其 组 织 特异 性 ， 所 用 引 


EK 引物 序列 Primer sequences (5' —3' ) 产物 大 小 
Genes Product size/bp 
Fas 相关 死亡 

F: GGTGTCGGTCGGACTGTCGA 122 
BRE FADD 

R: CGAGCAAGACGGTGAAGAGGT 
EMARKY 
A 酸 -3 F: AGCAAACCTCAGGGAAAC 147 
Caspase-3 

R: CTTAGAAGCACGCAAATAA 
半 胱 氨 酸 天 冬 
Et E -8 F: GGCTCCTCTGAGATGCTG 147 
Caspase-8 

R: CTCCCGTGCTATGCTAAA 
凋 亡 酶 激活 医 
E F: AAATGGGCATCTICTTGG 126 
T-1Apaf.1 

R: ATTCCGTTATCGACCTCC 
YARKA 
E 酸 -9 F: CCCCTCACCCTACCTTACT 128 
Caspase-9 

R: CAGACCCTCTACAGGCTACA 


F 和 R 分别 代表 上 游 引 物 和 下 游 引 物 。 
F and R indicate forward and reverse primers, respectively. 


1.2.4.2 RT-qPCR 反应 条 件 与 产物 检测 
RT-PCR 反应 体系 : 在 一 灭 菌 的 0.2 mL RTqPCR 管 中 建 立 如 表 2 所 示 的 RT-gPCR 反应 


体系 。 


表 2 RT-gPCR 反应 体系 


Table 2 The reaction system of RT-qPCR 


ChinaXiv 合 作 期 刊 

102 RT-qPCR 反应 程序 : 94 ‘C 预 变性 5 min; 94 "CAETE 30s, 55'OGB/K 45 s, 72 'C 延 伸 2 

试剂 体积 

Reagent Volume/uL 

WARK ddH2O 30.5 

10XLAPCR Buffer (Mg2+ plus) 5.0 

dNTP Mixture (各 2.5 mmol/L) 8.0 

TaKaRa LA Taq (5 U/uL) 0.5 

上 游 引 物 Upstream primer 2.0 

下 游 引 物 Downstream primer) 2.0 

cDNA 模板 cDNA templet 2.0 

反应 总 体积 Total reaction volume 50.0 
103 min, 循环 35 el; 72 CHEIE 10 min. 
104 RT-qPCR 结束 后 , 取 18 uL PCR 产物 与 2 pL 省 酚 兰 混合 点 样 ,并 以 DL2000 DNA Marker 


105 ”作为 参照 , 在 1xTAE 电泳 缓冲 液 中 进行 2% 琼 脂 糖 凝 胶 ( 含 0.5 ug/mL EB) 电泳 (5 V/cm) , 
106 ”电泳 结束 后 ， 用 凝 胶 成 像 系统 拍照 。 


107 1. 数据 统计 与 分 析 
胞 凋 亡 应 用 BD FACSCalibur 流 式 细胞 仪 采集 数据 , 并 用 专业 软件 Flowjo 进行 图 像 分 
109 ” 析 。 试 验 数 据 采 用 SAS 8.2 的 一 般 线性 模型 (GLM) 对 细胞 凋 亡 数据 进行 统计 忆 约 ， 应 用 
110 contrast 语句 分 别 进行 造 模 组 ( [组 ) 与 对 照 组 、 各 Ho02 VSJIZR CT. HE. HI. WVR 
111 ”显著 性 比较 。 通 过 运用 LSMEANS 方法 来 计算 平均 值 。 运 用 正 交 多 项 式 对 比 来 检查 其 PP 值 
112 ”的 相关 效应 (线性 或 者 二 次 ) 。 在 正 交 多 项 式 分 析 之 前 ， 使 用 SAS 8.2 的 IML 程序 来 校正 
113 RAPI, P<0.05 4E MAA je SE, 0.05 P —0.10 为 差异 具有 显著 趋势 。 

114 2 结果 与 分 析 

115 ”2.1L- 茶 氨 酸 对 HzO2 诱 导 山 羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比率 的 影响 

116 由 图 1 和 表 3 可 以 看 出 ， 与 工 组 相 比 较 ， 开 、II、V 组 细胞 晚期 调 亡 比 率 显著 降低 CP 
117 <0.05) ， 且 随 着 五 茶 氮 酸 添加 浓度 的 升 高 ， 细 胞 晚期 凋 亡 比率 逐渐 减 小 ， 且 各 组 间 差 异 显 


118 X (P<0.05) 。 上 述 结果 说 明 ， 厂 茶 氮 酸 可 缓解 HO 对 山羊 瘤 骨 上 皮 细 胞 造成 的 氧化 应 激 
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ANS 


119 ”损伤 。 


120 " 2 
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139 横 轴 Annexin V FITC ARKEA V. 异 硫 握 酸 荧光 素 ， 纵 轴 Propidium Iodide 为 碘 化 丙 啶 。 


140 Transverse Annexin V FITC represents for annexin V fluorescein isothiocyanate, and vertical axis Propidium 


141 Iodide represents for PI. 


142 图 1 L-ARK HoO» 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 的 流 式 细胞 术 检 测 结果 
143 Fig.l FCM results of L-theanine affected subculture ruminal epithelium cells apoptosis induced by H202 of 
144 goats 
145 表 3 万 茶 氨 酸 对 HO» 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 传代 细胞 凋 亡 比 率 的 影响 
146 Table3 Effects of L-theanine on apoptosis ratio of subculture ruminal epithelial cells induced by H202 of goats 
147 (n=3) % 
项 目 组 别 Groups 三 茶 氮 酸 效 
Items 
对 照 I II III IV 应 P 值 
Control 


P-value of 


L-theanine 


effect 


晚期 凋 亡 23.78 土 2.22™a 16.65 土 1.38? 11.86+2.56° 8.91+1.134 <0.01 


Late apoptosis 4.67 +0.30 


早期 凋 亡 1.91 土 0.17 1.223-0.13'^ 1.86 士 0.45a 1.66 +0.33? 1.42+0.46> <0.01 
Early 
apoptosis 
148 I 组 数据 肩 标 * 表 示 与 对 照 组 相 比 差异 显著 (P<0.05) ， 痊 表示 与 对 照 组 相 比 差异 极 显 著 (P<0.01) 。 


149 各 HO; 添加 组 间 ， 同 行 数据 肩 标 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 下 表 同 。 
150 Values in group I with * superscripts mean significant difference compared with control group (P«0.05), 
151 and ** mean extremely significant difference compared with control group (P«0.01). Values in the same row with 


152 different letter superscripts mean significant difference among groups adding H202 (P«0.05). The same as below. 


153 ”2.2 RT-qPCR 检 测 结 果 


154 ”2.2.1 总 RNA 提 取 结 果 


155 部 分 总 RNA 电 泳 图 如 图 2 所 示 ， 提 取 的 总 RNA 的 28S 和 18S 条 带 清晰 ， 可 用 于 后 续 PCR 操 


156 ff. 


28S 


157 
158 图 2 部 分 总 RNA 电泳 图 
159 Fig.2 The electrophoretogram of partial total RNA 


160 ”2.2.2 工 茶馆 酸 对 H202 诱 导 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 通路 关键 基因 表达 量 的 影响 


161 由 表 4 可 以 看 出 ， 与 工 组 相 比 较 ， 工 、IHIE、 区 组 的 Caspase-3、Caspase-9、4paF1 基 因 表 
162 iA FR SAR (P<0.05) , Il. M2 MCaspase-8 ARIAS ES AK (P<0.05) 。 
163 表 4 LARI H0: 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 通路 关键 基因 表达 量 的 影响 
164 Table4 Effects of L-theanine on expression quantities of key genes in apoptosis pathway of subculture ruminal 
165 epithelial cells induced by H202 of goats 

项 目 组 别 Groups L- ARR 

Items 

对 照 I II Ii IV UM P [B 


Control 


166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


P-value of 


L-theanine 
effect 
六 脱毛 酸 天 冬 氨 3.94+ 034-024 0.94+0.44%  0.94+0.73? <0.05 
-3 Caspase-3 1.23 土 0.99 0.34 
半 胱 氨 酸 天 冬 氮 — 1.77 土 0.62 0.45+ Cod osoo Ogio one 
-8 Caspase-8 0.05**« 
Fas 相关 死亡 域 ”0.16 士 0.06 0.57 士 0.03 —025-0.11 0.1540.09 0.32 土 0.28 0.27 
蛋白 FADD 
凋 亡 酶 激活 因子 ^ 0.0-0.10 4274 0.142-0.04^ 0.60-+0.29  0.26+0.16° cts 
-1 Apafl 3.30%"? 
半 胱 氮 酸 天 冬 氮  0.45+0.22 4.49 士 026+0065  0.42-+0.20° 0.21 +0.93? ions 
-9 Caspase-9 1.05? 
3 讨 ie 


3.1 L-R ARIT HoOo 诱导 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细 胞 凋 亡 比率 的 影响 


引起 
自由 


高 浓度 氧 直接 损伤 瘤 


ù 


JEA, EE E RE Ed MRA E. KEA A hE 
$ 


细胞 损伤 的 重要 原因 之 一 ， 缺 血 再 灌注 、 药 物 代谢 、 金 属 中 毒 等 会 诱导 细胞 产生 大 量 氧 


BA 


SEDO, ifj oO; 作为 氧化 自由 基 的 主要 成 分 ， 得 到 广泛 的 应 用 291。 


RIE H20» 引起 的 山 妆 


酰胺 的 衍生 物 ， 


寻 细 胞 日 
\ 有 非常 重要 的 意义 。 本 试验 对 于 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 的 调 亡 检 测 结果 表明 ,万 茶 氮 酸 
瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 的 氧化 应 激 损 伤 。 其 机 制 可 能 是 : L- 茶 氨 酸 作为 


调 亡 比率 ， 对 减轻 过 氧化 应 激 对 机 体 的 损伤 ， 改 善 机 体 功 能 与 状 


(Ez 


胞 内 可 代谢 为 谷 氮 酸 ， 参 与 到 谷 胱 甘 肽 〈glutathione，GSH) WE 


成 过 程 。 此 外 ，L- 茶 氨 酸 可 以 通过 维持 细胞 内 抗 氧 化 酶 的 活性 ， 一 方面 减少 GSH 的 损耗 ， 


FA 


方面 增加 GSH 


的 生成 , 达到 稳定 细胞 内 GSH 含量 的 效果 , 维持 了 细胞 内 的 氧化 还 原平 
衡 状 态 ， 从 而 保护 机 体 避 免 氧化 应 激 反 应 的 损伤 B91。 
3.2 L-R SX EROS] H20; 诱 导 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 通路 关键 基因 表达 量 的 影响 


本 试验 主要 从 


Hel ded 


亡 角 度 出 发 ， 在 细胞 传代 培养 试验 的 基础 上 ， 利 用 PCR 针对 工 - 茶 


ARX HO. 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 凋 亡 基因 FADD、Caspase-8、Apafl、 Caspase-9、Aaspase-3 


的 表达 情况 进行 检测 , 结果 显示 : 与 1 组 相 比 较 , ID. IIT. I 组 Caspase-3. Caspase-9. Apaf-1 
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182 SEAN ei RRAK I, MA Caspase-8 基因 的 表达 量 显著 降低 。 上 述 结果 说 明 : 1) 
183 工 茶 氨 酸 对 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 的 凋 亡 起 到 一 定 的 抑制 作用 ; 2) 瑟 - 茶 氮 酸 可 以 通过 降低 
184 ”线粒体 通路 相关 的 基因 表达 量 , 促使 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 的 凋 亡 比率 降低 , 且 呈 剂量 依赖 
185 ”性 ，3) 元 茶 氨 酸 在 一 定 浓 度 范围 内 通过 外 源 性 通路 ， 降 低 山 羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细 胞 的 调 亡 比 
186 ” 率 ， 但 不 是 通过 直接 刺激 外 源 性 基因 FADD) 实现 的 。 这 是 由 于 工 - 茶 氨 酸 可 通过 线粒体 途 
187 {EAI DUR EIR ERA H20; 诱 导 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 的 凋 亡 。a) 线粒体 途径 : 细胞 色素 
188 | C (CytC) 与 Apaf-1 结合 形成 单 体 减 少 ， 单 体 (7 个 ) 聚合 形成 调 亡 体 的 数量 减少 ， 调 亡 体 
189 ”通过 酶 募集 区 (CARD) 募集 Caspase-9 前 体 (pro-Caspase-9) 数量 减少 ,促使 pro-Caspase-9 
190 ”活化 能 力 减 弱 ， 成 熟 为 有 活性 的 Caspase-9 的 数量 降低 ， 进 一 步 激活 具有 代表 性 效应 的 
191 ”Caspase-3 的 能 力 降低 ，Caspase-3 再 裂解 多 聚 (ADP- 核 糖 ) 聚合 酶 [poly (ADP-ri-bose) 
192 ”polymerase，PARP] 的 能 力 减 弱 ，DNA 继续 修复 能 力 恢 复 ; 活化 的 核酸 内 切 酶 可 特异 性 切割 
193 核 小 体 间 的 连接 序列 的 能 力 减 弱 ，DNA 断裂 成 nX(180~200) bp 的 片段 数量 减少 ,细胞 骨架 
194 ”和 蛋白 、 核 蛋白 和 细胞 外 基质 蛋白 等 完整 性 增强 , 促使 细胞 形态 正常 , 诱导 细胞 凋 亡 率 降低 560。 
195 b) 外 源 性 凋 亡 途 径 [由 细胞 膜 上 的 死亡 受 体 介 导 ， 当 其 与 死亡 配 体 结 合 后 ， 受 体 通过 胞 浆 区 
N 196 ”的 DD (DD 是 一 段 高 度 保守 的 氮 基 酸 序 列 ， 若 一 个 重要 残 基 突 变 ， 相 应 受 体 便 失去 活性 功 
D 。 197 fk) 募集 相应 的 衔接 重 白 (adaptor protein) 形成 死亡 诱导 信号 复合 物 (DISC) « Fas 与 肿瘤 
198 “坏死 因子 相关 的 凋 亡 诱导 配 体 (TRAIL) 直接 募集 Fas 相关 死亡 结构 域 [Fas-associated 


199  death-domain, FADD (FADD 由 1 个 N 端的 死亡 效应 域 (DED) 和 C 端的 死亡 域 (DD) 构 
200 ”成 B]) 和 pro-Caspase-8 结合 形成 DISC 的 能 力 降低 ， 之 后 pro-Caspase-8 被 同 源 活化 成 
201 ”Caspase-8 的 数量 减少 ，I 型 细胞 的 活化 的 Caspase-8 通过 异 源 活化 激活 Caspase-3 的 能 力 降 
202 ” 低 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 率 降 低 ; 开 型 细胞 中 ， 原 来 活化 的 Caspase-8 较 少 ， 不 能 激活 足够 的 
203 ”Caspase-8 诱导 细胞 凋 亡 ,此 外 ,Caspase-8 通过 裂解 促 凋 亡 基因 BID 形成 截 短 的 BID[truncated 
204 BID, tBID (BD 被 认为 是 内 外 凋 亡 途径 的 结合 点 ) ] 的 数量 也 减少 ， 激 活 线粒体 细胞 凋 亡 
205 ”途径 的 能 力 降低 ， 不 能 将 死亡 信号 放大 。 少 量 的 (ID 移 位 到 线粒体 外 膜 ， 通 过 构象 改变 诱 
206 ” 导 促 凋 亡 基因 Bak 形成 寡 聚 体 的 数量 随 之 降低 63, 激活 线粒体 细胞 凋 亡 途径 的 能 力 减弱 B84。 
207 4 结 论 

208 不 同 浓度 的 Z- 茶 氨 酸 均 可 使 细胞 晚期 凋 亡 比率 显著 降低 ， 且 随 着 万 茶 氨 酸 添加 浓度 的 增 
209 加， 晚期 细胞 凋 亡 比率 随 之 降低 ,表明 三- 茶 氨 酸 可 有 效 缓解 HzO2 引 起 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 
210 胞 的 氧化 损伤 。 
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Effects of L-Theanine on Subculture Ruminal Epithelial Cells Apoptosis Induced by Hydrogen 
Peroxide of Goats 
JIE Hongdong!? HAN Qipeng! TAN Zhiliang23 ZHOU Chuanshe?? KONG Zhiwei? 
CHEN Liang? REN Ao! 

C1. College of Horticulture & Landscape, Hunan Agricultural University, Changsha 412128, 
China; 2. Key Laboratory for Agro-ecological Processes in Subtropical Region, National 
Engineering Laboratory for Pollution Control and Waste Utilization in Livestock and Poultry 
Production, Hunan Research Center of Livestock & Poultry Sciences, South-Central Experimental 
Station of Animal Nutrition and Feed Science of Ministry of Agriculture, Institute of Subtropical 
Agriculture, The Chinese Academy of Science, Changsha 410125, China; 3. Hunan Co-Innovation 
Center of Animal Production Safety, Changsha, 410128, China) 

Abstract: The aim of this study was to explore the effects of L-theanine on apoptosis ratio and 
expression quantities of key genes in apoptosis pathway of subculture ruminal epithelial cells 
induced by hydrogen peroxide (H202) of goats according to establish the apoptosis model for 
subculture ruminal epithelium cells induced by H202. Subculture ruminal epithelium cells of 42 
day-old Xiangdong black goats were selected, and were cultured in DMEM/F12 medium with 5% 
FBS, when the intensity reached 60% to 70%, the cells were randomly divided into 5 groups: 
control group, which with no supplementation in medium; group I, which supplemented with 
800 pmol/L H202 in medium; group II, which supplemented with 800 umol/L-4 mmol/L 
L-theanine in medium, group III, which supplemented with 800 umol/L+8 mmol/L L-theanine in 


medium, group IV, supplemented with 800 umol/L+16 mmol/L L-theanine in medium. There 
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three repeats in each group. After 12 h treatment, flow cytometry (FCM) was used to detect the 
apoptosis ratio of the subculture ruminal epithelium cells, and real-time fluorescent quantitative 
PCR (RT-qPCR) was selected to detect the expression quantities of apoptosis pathway key genes 
such of subculture ruminal epithelial cells, such as cysteinyl aspartate-specific proteinase-3 
(Caspase-3), cysteinyl aspartate-specific proteinase-8 (Caspase-8), cysteinyl aspartate-specific 
proteinase-9 (Caspase-9), apoptotic protease activating facter-1 (Apaf-1) and  Fas-associate with 
death domain protein (FADD). The results showed as follows: 1) compared with the group I, the 
late apoptosis ratio of cells for L-theanine supplementation groups (groups II, III and IV) 
decreased significantly (P<0.05), and the late apoptosis ratio decreased with the increase of 
L-theanine supplemental concentration by using annexin V/propidium iodide (PI) unite staining. 2) 
The expression quantities of Caspase-3, Caspase-9 and Apaf-1 for L-theanine supplementation 
groups decreased significantly (P<0.05) compared with the group I using RT-qPCR test. It is 
concluded that L-theanine plays a protection role in apoptosis subculture ruminal epithelium cells 
induced by H202 of goats, which may provide technical support and theoretical reference for the 
future research on oxidative stress damage mechanism of the rumen in ruminants. 


Key words: L-theanine; H202; goats; subculture ruminal epithelium cell; apoptosis 
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